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                                                                                                Einleitung 
1 Einleitung 
 
1.1 L-Asparaginase als Zytostatikum 
 
Ein fundamentales Therapieprinzip bei der Behandlung maligner Er-
krankungen des hämatopoetischen Systems besteht in der Unterbin-
dung der für die Tumorzellen lebensnotwendigen Stoffwechselwege. 
Einen besonderen Stellenwert nimmt dabei die Aminosäure L-Aspara-
gin ein, welche für das Wachstum bestimmter Tumorzellen essentiell 
ist. Durch die Depletion von L-Asparagin aus dem Serumpool wird 
diesen malignen Zellen ihre Lebensgrundlage entzogen. Dies kann 
durch die Spaltung der Aminosäure mit dem Enzym L-Asparaginase 
erreicht werden. 
 
Die L-Asparaginase (EC 3.5.1.1) ist ein hydrolytisches Enzym, welches 
die Hydrolyse von L-Asparagin zu L-Asparaginsäure und Ammoniak 
katalysiert. L-Asparaginasen gehören seit über 30 Jahren zur Basis-
therapie akuter, lymphatischer Leukämien (ALL) und einiger maligner 
Lymphome (Non-Hodgkin-Lymphome, NHL). Wie bereits erwähnt wird 
angenommen, dass die zytostatische Wirkung durch die Abhängigkeit 
sensibler Tumorzellen von der Asparaginasezufuhr zustande kommt, 
was durch einen spezifischen metabolischen Defekt der 
Asparaginsynthetase bedingt ist. Diese Tumorzellen können L-
Asparaginsäure nicht in ausreichendem Maße in L-Asparagin 
umwandeln und sind deshalb auf die Zufuhr von Asparagin 
angewiesen. Durch Injektion von L-Asparaginase wird aus dem 
zirkulierenden L-Asparagin Ammoniak abgespalten und auf diese 
Weise die Konzentration der für den Tumor essentielle Aminosäure im 
Blut gering gehalten. Nachdem in vitro eine Antitumoraktivität 
verschiedener Asparaginase-Präparationen beobachtet worden war, 
wurde das Enzym seit Anfang der achtziger Jahre sowohl zur 
Behandlung pädiatrischer als auch erwachsener Patienten     
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eingesetzt [27]. In kontrollierten Studien konnte gezeigt werden, dass 
eine Induktionstherapie ohne L-Asparaginase signifikant schlechtere 
Ergebnisse sowohl in Bezug auf das krankheitsfreie als auch auf das 
Gesamtüberleben zeigt [31]. Diese Ergebnisse wurden auch in neueren 
Studien bestätigt [40-42]. 
 
L-Asparaginase wird im Rahmen von Polychemotherapien zur Induk-
tion sowie in der Reinduktionstherapie eingesetzt. Dauerhafte Re-
missionen sind mit dieser Therapie bei bis zu 95 % der pädriatrischen 
Patienten zu erreichen [48]. Zum klinischen Einsatz haben sich im 
Wesentlichen drei verschiedene Asparaginase-Präparationen durchge-
setzt [4]. Dabei handelt es sich um das aus E. coli gewonnene Enzym, 
welches zum einen in seiner nativen Form verwendet wird und zum 
anderen modifiziert (als PEG-Asparaginase) Einsatz findet. Um letztere 
Asparaginase-Präparation zu erhalten, wird an die native E. coli-
Asparaginase monomethoxyliertes Polyethylenglycol kovalent 
gebunden. Die dritte Asparaginase-Aufbereitung wird aus dem 
Bakterium Erwinia crysanthemi gewonnen. 
 
1.2 Historische Entwicklung 
 
1953 versuchte Kidd [33] durch den Einsatz von Meerschweinchen-
serum, die in diesem Serum enthaltenen Komplementfaktoren zur Re-
gression von Lymphomen in Ratten und Mäusen zu verwenden. Die-
ser Ansatz führte zu einer vollständigen Regression der Lymphome in 
den Versuchstieren, die zunächst den Komplementfaktoren zuge-
schrieben wurde. Später konnte Broome [11] zeigen, dass die Tumor-
Regression nicht dem im Serum enthaltenen Komplement zu verdan-
ken war sondern dem Enzym L-Asparaginase [10],[11,12]. 1964 fanden 
Mashburn und Wriston, dass eine Asparaginase aus E. coli ähnlich 
wirksam ist wie die des Meerschweinchens [36]. Somit war es möglich, 
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größere Mengen des Enzyms zu gewinnen. Damit konnten nun auch 
Studien im klinischen Bereich durchgeführt werden [17,29,61]. 
  
Auf der Suche nach weiteren Möglichkeiten der Asparaginase-Gewin-
nung fanden Mashburn und Campbell, dass E. coli zwei Asparagina-
sen (EC-1 und EC-2) produzieren, von denen jedoch nur das Isoenzym 
EC-2 gegen Tumoren wirksam ist [16]. In den folgenden Jahren wurde 
versucht, weitere Bakterienspezies zu identifizieren, aus denen eine 
klinisch wirksame Asparaginase isoliert werden konnte. Bei dem 
Enzym aus Erwinia crysanthemi, früher als Erwinia carotovora 
bezeichnet, ließ sich ebenfalls eine hohe Aktivität nachweisen, so dass 
auch dieses Bakterium zur Enzymgewinnung eingesetzt wurde [14]. 
Weitere Organismen mit klinisch wirksamen Asparaginasen sind 
beispielsweise Serratia marcescens und Vibrio succinogenes  [23,24].  
 
Da insbesondere akute lymphatische Leukämien und einige Non-
Hodgkin-Lymphome bei Kindern so hervorragend auf das Enzym 
ansprachen, wurde Asparaginase schon bald als eine Komponente im 
Induktionsprotokoll zur Behandlung jener Erkrankungen etabliert [31] 
[30,57,59]. Das Alter der Patienten, die mit Asparaginase behandelt wer-
den, reicht vom Säuglingsalter bis ins hohe Erwachsenenalter [18,21] 
[43,51]. Zur Induktion wird Asparaginase meist zusammen mit Prednison 
und Vincristin verabreicht [26,48]. 
 
1.3 Struktur der Asparaginase 
 
Asparaginasen kommen in einer Vielzahl von Pflanzen, Tieren und Mi-
kroorganismen vor [9]. Native E. coli-Asparaginase hat ein Molekular-
gewicht von 138 kDa und besteht aus vier identischen Untereinheiten, 
die jeweils über ein aktives Zentrum verfügen und über nicht-kovalente 
Bindungen miteinander verknüpft sind [58]. In Abb. 1.1 sind die vier 
Untereinheiten in unterschiedlichen Grautönen dargestellt. Die Lage 
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der aktiven Zentren ist an den gebundenen Aspartatresten zu erken-
nen (als raumerfüllende Strukturen dargestellt). Das Molekulargewicht 
des aus Erwinia gewonnenen Enzyms beträgt ebenfalls 138 kDa. 
Beide Enzyme besitzen eine hohe Aktivität und große Stabilität. Die 
hohe Substratspezifität manifestiert sich in einer niedrigen Michaelis-
Menten-Konstante für L-Asparagin von 6-15 µM. Hohe Konzentratio-
nen von Asparaginsäure oder Ammoniak inhibieren die hydrolytische 
Aktivität kaum. Die aus E. coli und aus Erwinia isolierten Enzyme 
unterscheiden sich in ihrem isoelektrischen Punkt und weisen nur eine 
mäßige immunologische Kreuzreaktivität auf [39,41]. 
 
 
 
 
Abb. 1.1 Struktur der E. coli-Asparaginase 
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1.4 Pharmakologische Eigenschaften der Asparaginasen 
1.4.1 Pharmakodynamik 
 
Die Hydrolyse von Asparagin durch L-Asparaginase zu Asparaginsäure 
und Ammoniak führt - wie bereits erwähnt - sehr schnell zu einer De-
pletion des Serumpools von Asparagin, dessen Konzentration 
normalerweise bei 40-80 µmol/l liegt [38]. Der Asparaginmangel führt 
zum Ausfall wichtiger Zellfunktionen, indem es zu einer raschen 
Störung der Proteinsynthese  [56] und mit Verzögerung zu einer Inhibi-
tion der DNA-und RNA-Synthese [6] kommt. Angesichts des raschen 
Zelltodes können Mechanismen wie z. B. die Apoptose nicht aus-
geschlossen werden [15].  
 
1.4.2 Pharmakokinetik 
 
Bei der Behandlung maligner Erkrankungen wird Asparaginase sowohl 
auf intramuskulärem als auch auf intravenösem Weg verabreicht. In 
Deutschland erfolgt seit längerer Zeit nahezu ausschließlich die 
intravenöse Injektion. Die meisten Ergebnisse hinsichtlich der 
Konzentrations-Zeit-Kurven ergaben Plasma-Halbwertszeiten von 4-15 
Stunden [41]. Einige Autoren postulieren, dass nach einer initialen 
Aufnahme der Asparaginase von einigen Geweben ein Rücktransport 
des Enzyms ins Plasma erfolgt [28]. Entgegen dieser Aussage berichten 
jedoch Ohnuma et al. [46] von einigen Plasmaaktivitätsmessungen, die 
für eine Kinetik erster Ordnung sprechen. Broome [11] zeigte, dass in 
Mäusen 24 Stunden nach Applikation nur geringe Aktivitäten des  
Enzyms in Milz und Serum nachweisbar waren, wohingegen in der 
Leber hohe Aktivitäten gefunden werden konnten. Diese Beobachtung 
führte zu der Annahme, dass der größte Teil der Asparaginase über 
das retikulo-endotheliale-System (RES) eliminiert wird. Nach wieder-
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holter Verabreichung identischer Zubereitungen, waren die 
Eliminations-Halbwertszeiten aus dem Plasma vergleichbar, während 
nach Gabe von PEG-Asparaginase die Halbwertszeit gegenüber dem 
nativen Enzym deutlich verlängert war. Die für die Erwinia-Aspara-
ginase bestimmten Werte weisen im Vergleich zum E. coli-Präparat 
deutlich kürzere Halbwertszeiten auf [7,49,55]. Lange Zeit wurde davon 
ausgegangen, dass durch Asparaginase, neben einer Depletion des 
Serum-Asparagins, auch eine vollständige Asparagin-Depletion im 
Liquor cerebrospinalis erreicht wird. Dies wird auf einen Übertritt von 
Asparagin aus dem Liquor in die systemische Zirkulation entlang einem 
Konzentrationsgradienten zurückgeführt [8,55]. Eine Studie von Inge 
Appel et al. [3] stellt dies jedoch in Frage. Sie beschreibt eine fehlende 
Asparagin-Depletion im Liquor nach intravenöser Verabreichung von 
PEG-Asparaginase. Riccardi et al. [53] führten im Rahmen einer Studie 
zur systemischen Asparaginase-Therapie Untersuchungen an Rhesus-
affen und Menschen durch. Die Ergebnisse zeigten, dass für das E. 
coli-Enzym eine Serumaktivität von 100 U/l für eine vollständige 
Asparagin-Depletion sowohl im Serum als auch im CSF ausreichend 
ist. 
 
1.4.3 Klinischer Hintergrund  
 
Eine zunehmende Anzahl hämorrhagischer und thrombotischer 
Zwischenfälle in der Universitätsklinik Münster veranlasste die 
Arbeitsgruppe dieser Klinik zur Entwicklung eines Drug-Monitoring-Pro-
gramms für Kinder, die verschiedene Asparaginase-Präparationen im 
Rahmen ihrer Induktionstherapie für akute lymphoblastische 
Leukämien und Non-Hodgkin-Lymphome erhalten hatten. Die 
Präparate Asparaginase medac® und Crasnitin, welche in einer 
Dosierung von je 10.000 U/m² Körperoberfläche alle drei Tage zur 
Induktion verabreicht wurden, bestanden aus Asparaginasen 
verschiedener E. coli-Präparationen. Diese zeigten erhebliche 
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Differenzen hinsichtlich der Talaktivitäten, die unmittelbar vor jeder 
Verabreichung gemessen wurden. Im Fall einer Über-
empfindlichkeitsreaktion wurde die Medikation für die anschließende 
Reinduktionstherapie von Asparaginase medac oder Crasnitin auf 
Erwinase (aus Erwinia crysanthemi) umgestellt. Die effektivste 
Asparagin-Depletion im Plasma von über 90% wurde durch medac-
Asparaginase erzielt, gefolgt von einer 60%igen Depletion durch 
Crasnitin. Durch die Applikation von Erwinase wurde lediglich eine 
26%ige Depletion erreicht. 
 
Diese Ergebnisse veranlassten zu einer weiteren Studie mit einer 
reduzierten Dosis von Asparaginase medac, die darauf abzielte, mit 
einer Talaktivität von 100 U/l eine vollständige Asparagin-Depletion 
sowohl im Plasma als auch im Liquor zu erreichen. Dies basierte auf 
den Erkenntnissen von Riccardi et al. [15,53,63]. Die Autoren zeigten, 
dass trotz großer interindividueller Variationen eine Dosis von 2500 
U/m² KOF Asparaginase medac jeden dritten Tag ausreicht, um die 
gewünschte Aktivität sowie eine komplette Depletion des Enzyms im 
Serum und Liquor zu erlangen [1,44]. 
 
Als Konsequenz der interindividuellen Variationsbreite wurde ein 
spezielles Drug-Monitoring Programm entwickelt. Die meisten 
Induktionsprotokolle zur Behandlung von akuten Leukämien verwenden 
Asparaginase, um eine Depletion über einen Zeitraum von 14 bis 21 
Tagen bei pädiatrischen und von 14 Tagen bei erwachsenen Patienten zu 
erzielen. Da die PEG-konjugierte Asparaginase eine vergleichsweise 
längere Halbwertszeit als die nativen Formen aufweist, kann eine 
Asparagin-Depletion über den gewünschten Zeitraum von drei Wochen 
bereits durch die Verabreichung einer Einzeldosis PEG-Asparaginase 
erreicht werden. Das Kollektiv der pädiatrischen Patienten der 
Arbeitsgruppe in Münster zeigte nach einer Dosis von 1000 U/m² 
Körperoberfläche eine komplette Asparagin-Depletion zwei Wochen nach 
        7 
                                                                                                Einleitung 
der Therapie in der Mehrzahl der Fälle [42]. Es wurde eine multivariante 
Studie zur Erfassung der Beziehung zwischen dem Therapieausgang 
und einer Vielzahl von Parametern durchgeführt, die Geschlecht, 
Krankheitsstadium, ZNS-Beteiligung, Grad des LDH-Anstiegs, Höhe 
der weißen Blutkörperchen, Thrombozytenanzahl, 
Knochenmarkbeteiligung, ethnische Zugehörigkeit und Primär-
lokalisation des Tumors berücksichtigten. Die Ergebnisse zeigten 
jedoch eindeutig, dass einzig und allein der Einsatz des Enzyms 
Asparaginase über den Therapieerfolg entscheidet. 
 
Die unterschiedlichen Pharmakokinetiken der einzelnen Asparaginase-
Präparationen, die sowohl von Asselin et al. [5] als auch von  Boos et al. 
[8] beobachtet worden waren, wurden ebenfalls durch Ergebnisse 
großer klinischer Studien bestätigt. Asselin et al. [4] untersuchte in einer 
Studie die drei zur Zeit zur Verfügung stehenden Asparaginase-
Präparationen aus E. coli, Erwinia crysanthemi und pegylierter 
Asparaginase. Sie verglichen dabei die jeweilige Enzymaktivität sowie 
die Asparagin-Depletion und die Entwicklung von anti-Asparaginase 
Antikörpern im Patientenserum, wobei sie signifikante Unterschiede 
sowohl hinsichtlich der Halbwertszeit als auch der Depletion des 
Asparagin-Pools feststellten. Darüber hinaus zeigte Asselin einen 
direkten Zusammenhang zwischen der Pharmakokinetik und dem 
therapeutischen Effekt von Asparaginase [4]. 
 
Duval et al. [25], die ihre Resultate über den randomisierten Vergleich 
von E. coli und Erwinia-Asparaginase während der Induktions- und 
Konsolidierungstherapie in der EORTC 58881 Studie präsentierten, 
berichteten über signifikant längere krankheitsfreie Intervalle mit ver-
gleichbarer Remissionsrate bei mit E. coli-Asparaginase behandelten 
Kindern. Jeder der beiden Behandlungszweige schloß mehr als 300 
Patienten ein. Nach vier Jahren hatten 75 % (S.E.2,5%) der mit E. coli-
Asparaginase behandelten Patienten ohne einen Rückfall zu erleiden 
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überlebt, verglichen mit nur 62 % der Erwinia-Asparaginase-Gruppe 
(S.E.2,8%, log rank: 2P < 0,001). In diesem Zusammenhang ist jedoch 
zu erwähnen, dass bei dieser Studie nicht die unterschiedliche 
Pharmakokinetik der beiden Asparaginase-Typen berücksichtigt 
worden war.  
 
Die große Bedeutung der Asparaginase bei der Behandlung hämato-
logischer Erkrankungen, die von den Zellen des lymphatischen 
Systems ausgehen, wurde durch die Ergebnisse zahlreicher Studien 
bestätigt, wohingegen Berichte über den Einsatz dieses Enzyms zur 
Behandlung von Patienten mit akuten myeloischen Leukämien eher 
spärlich sind.  
 
Clarkson et al. [21]  publizierten ihre Ergebnisse in einer Studie mit 34 
erwachsenen Patienten, die an akuter myeloischer bzw. myelomono-
zytischer Leukämie litten und eine Monotherapie mit Asparaginase 
erhalten hatten. Drei Patienten erlangten eine komplette Remission. 
Ein Patient erreichte eine gute Teilremission, die Remissionsdauer 
betrug jedoch insgesamt nur 1-3 Monate. Ohnuma et al. [46,47] 
verglichen zwei unterschiedliche Asparaginase-Therapieschemata, die 
zehn Erwachsene und zwei Kinder mit akuter myeloischer Leukämie 
einschlossen. Die beiden pädiatrischen Patienten sprachen überhaupt 
nicht auf die Therapie an, wobei von den Erwachsenen einer eine 
komplette Remission erreichte. Ein anderer Patient verstarb an einer 
fulminanten Lungenembolie. Fünf weitere Patienten zeigten kaum eine 
Veränderung im peripheren Blut nach Asparaginase-Therapie. 
 
Pratt et al. [50] behandelten ebenfalls drei Kinder mit akuter myeloischer 
Leukämie, von denen eines nach wöchentlicher Gabe von 20.000 U/m² 
Körperoberfläche E. coli-Asparaginase eine Teilremission erlangte. In 
einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass niedrigste 
Asparaginsynthetaseaktivität in monoblastischen FAB M5 Zellen auf 
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eine Effektivität von Asparaginase bei der Behandlung einer 
spezifischen Untergruppe der akuten myeloischen Leukämie hinweist 
[63]. Zur genaueren Klärung dieser Fragestellung werden weitere 
klinische Studien durchgeführt. 
 
1.4.4 Immunogenität der Asparaginase und Nebenwirkungen der 
Therapie 
 
Da die Immunogenität körperfremder Proteine mit der taxonomischen 
Entfernung des Ursprungsorganismus sowie mit der Masse und der 
strukturellen Komplexität des Proteins ansteigt, ist sie auch in diesem        
Fall von großer Bedeutung. Bei Überempfindlichkeitsreaktionen kann 
die Therapie aufgrund eingeschränkter Kreuzimmunogenität oft mit 
einem anderen Asparaginase-Präparat weitergeführt werden, da es 
bei einem Präparatwechsel von nativer E. coli-Asparaginase zu PEG-
Asparaginase nur bei 20-25% der Patienten zu einer erneuten Über-
empfindlichkeitsreaktion kommt [41]. 
 
In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Verabreichung von 
Asparaginase zur Bildung spezifischer Antikörper führt. Die durch 
diese Antikörper hervorgerufenen Nebenwirkungen reichen von 
Lokalreaktionen an der Injektionsstelle bis hin zu systemischer 
Anaphylaxie. In anderen Fällen findet eine rasche Inaktivierung des 
Enzyms statt, ohne Zeichen einer klinischen Über-
empfindlichkeitsreaktion [5]. Dabei fällt die Aktivität des Enzyms unter 
die Quantifizierungsgrenze im Serum ab. Der genaue Mechanismus, 
der für jene Inaktivierung verantwortlich ist, konnte noch nicht 
endgültig aufgeklärt werden. In der Diskussion sind sowohl 
inaktivierende Antikörper als auch eine enzymatische Spaltung des 
Enzyms. Außerdem wird das Vorhandensein von Antikörpern 
beobachtet, wobei es weder zu einer allergischen Reaktion noch zu 
einer Inaktivierung kommt. Bei der Überempfindlichkeitsreaktion kann 
von einer Reaktion vom Typ I ausgegangen werden. Unklar ist jedoch 
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noch, welche Epitope an der Reaktion beteiligt bzw. dafür 
verantwortlich sind. Viele Patienten wiesen erhöhte Titer von 
Antikörpern der IgG-Subklassen IgG-1, IgG-3 und IgG-4 auf, wobei 
Antikörper vom Typ IgG-2 nicht gefunden wurden. Körholz et al. 
konnten zeigen, dass jene Patienten mit Antikörpern der Klasse IgG-3 
ein besonders hohes Risiko für das Auftreten von allergischen 
Reaktionen hatten [19,35]. Die Inzidenz für Überempfindlichkeits-
reaktionen vom Soforttyp (Typ I) nach E. coli-Asparaginase-Gabe liegt 
bei verschiedenen Untersuchungen zwischen 5 und 33% aller 
behandelten Patienten. Die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von 
Überempfindlichkeitsreaktionen nimmt zum einen mit der Zahl der 
Applikationen während eines Therapiezyklus und zum anderen bei 
wiederholter Gabe nach einem längeren Therapieintervall ohne 
Asparaginase-Gabe deutlich zu [22,37]. 
 
Um Aussagen über eine mögliche vorzeitige Inaktivierung machen zu 
können, wurden von Boos und Mitarbeitern eine Reihe von Drug-
Monitoring-Programmen aufgebaut, in deren Rahmen sowohl ver-
schiedene Asparaginase-Zubereitungen als auch unterschiedliche 
Dosierungen eingesetzt wurden [42]. Dabei erfolgte die Bestimmung der 
Asparaginase-Aktivitäten zu unterschiedlichen Zeiten nach Gabe des 
Enzyms. Die gemessenen Aktivitäten dienten zum einen der Dosis-
findung und zum anderen auch als Hinweis für das Vorliegen von 
inaktivierenden Antikörpern.  
 
Assays zum Nachweis von Antikörpern gegen Asparaginase in 
Patientenseren wurden von Wang und Mitarbeitern sowie Albertsen 
und Mitarbeitern entwickelt [2,60]. Es zeigte sich allerdings, dass mit den 
derzeit verfügbaren Methoden zum Nachweis von Asparaginase-
Antikörpern aufgrund eingeschränkter Sensitivität und Spezifität 
Vorhersagen für den einzelnen Patienten nicht möglich sind. In 
unserem Assays werden die native Asparaginase als Antigen und 
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Serumproben von Patienten mit klinisch manifester allergischer 
Reaktion als Bezug verwendet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.2 IgG-Titer vor und nach Reinduktion von Patienten mit und 
ohne allergische Reaktion auf Asparaginase (aus Woo et al., 1998) 
 
Der Verlauf von Antikörpertitern bei Patienten mit und ohne allergischer 
Reaktion gegen das komplette Asparaginasemolekül [62] ist in 
Abbildung 1.2 dargestellt. Zur Erhebung dieser Daten wurde das 
Asparaginasemolekül als Antigen im Rahmen eines ELISAs vorgelegt. 
Von den Patienten wurden jeweils nach Beendigung der 
Induktionsphase sowie nach der Reinduktion Seren gewonnen und im 
ELISA auf das Vorhandensein von Antikörpern gegen Asparaginase 
getestet. Es ist zu erkennen, dass die Verläufe der Antikörpertiter bei 
beiden Patientengruppen grundsätzlich vergleichbar sind. Während 
jedoch bei den 13 Patienten ohne allergische Reaktion, wie im rechten 
Teil der Abbildung dargestellt, gleichbleibende oder ansteigende Titer 
zu beobachten sind, wurden bei einigen der 22 Patienten mit einer 
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Überempfindlichkeitsreaktion niedrigere Antikörpertiter bestimmt als vor 
der Reaktion. 
 
Dieses Ergebnis zeigt zweifelsfrei, dass durch jene Nachweismethode 
eine Vorhersage für den individuellen Patienten nicht möglich ist. 
Neben klinisch manifesten allergischen Reaktionen und stiller 
Inaktivierung zählen akute Pankreatitis, Beeinträchtigungen der 
Leberfunktion und eine komplexe Störung der Hämostase, die u. a. 
sowohl zu Blutungen als auch zu Thrombosen führen kann. 
Gerinnungskomplikationen gehören zu den häufigsten Neben-
wirkungen der Asparaginasebehandlung. Ebenfalls zu beobachtende 
Beeinträchtigungen der Glukosetoleranz und der neurologischen 
Funktionen erreichen dagegen selten ein klinisch relevantes Ausmaß. 
Auch wenn die Mechanismen dieser Nebenwirkungen noch nicht 
vollkommen geklärt sind, wird vermutet, dass Asparaginase über die 
Reduktion der Konzentrationen von L-Asparagin und L-Glutamin im 
Blut sowie durch die Beeinträchtigung der Proteinsynthese in der Leber 
die nicht allergischen Nebenwirkungen hervorruft [20,34,50],[45]. 
 
1.4.5 Assays zum Nachweis von Antikörpern gegen 
Asparaginase 
 
Im Jahre 1998 führten erste Kontakte der Arbeitsgruppe um Boos in 
Münster mit unserer Gruppe in Marburg zu der Idee, den bis zu diesem 
Zeitpunkt angewandten, wenig sensitiven und recht unspezifischen 
Assay zum Nachweis von Antikörpern gegen Asparaginase selektiver 
zu gestalten, um so die prognostische Aussagekraft zu verbessern. Die 
Erwartung war, dass durch einen solchen selektiven Nachweis von 
Antikörpern einerseits die Therapie individueller gestaltet und 
andererseits die Nebenwirkungsrate erheblich verringert werden 
könnte. Darüber hinaus sollte es auf diese Weise möglich sein, die zur 
Kontrolle des Asparaginase-Aktivitätszeit-Verlaufs durchgeführten 
sechs bis acht Blutentnahmen pro Gabe drastisch zu verringern und 
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damit auch die Belastung, insbesondere für pädiatrische Patienten, zu 
reduzieren. 
 
Um fundiertere Aussagen über den Verlauf der Asparaginase-Therapie 
treffen zu können, müssen zunächst Art und Konzentration der 
gebildeten Antikörper vor und während der Therapie genau 
differenziert werden. Als Arbeitshypothese wurde von der Annahme 
ausgegangen, dass die unterschiedlichen Reaktionen der Patienten auf 
der Bildung von Antikörpern gegen verschiedene Epitope des 
Asparaginase-Proteins beruhen. Deshalb wurde damit begonnen, 
einen epitopspezifischen Antikörper-Assay aufzubauen. 
 
Zunächst wurde versucht, das Asparaginase-Molekül durch Verdau-
ung mit Proteasen in einzelne Teilstücke zu zerlegen, um Fragmente 
mit nur einem oder einigen wenigen Epitopen zu erhalten. Diese 
Enzymfragmente wurden - wie zuvor das komplette Asparaginase-Mo-
lekül - als Antigen in einem herkömmlichen ELISA (Enzyme linked 
immunosorbent assay) eingesetzt. Dieser Ansatz erwies sich jedoch 
wegen der nicht ausreichenden antigenen Aktivität der Teilpeptide als 
unbrauchbar. Deshalb wurden größere Asparaginase-Fragmente als 
Fusionsproteine mit Glutathion-S-Transferase (GST) exprimiert und im 
folgenden als Antigene eingesetzt. Diese Vorarbeiten wurden von Dr. 
Stefan Schleper in Marburg geleistet. Die von Schleper konstruierten 
und als Fusionsproteine mit GST exprimierten Fragmente sind in Abb. 
1.3 dargestellt. 
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Natives Enzym 1-326
A (1-135)
A1 (55-141)
B (137-326)
B1 (138-189)
B2 (186-239)
B3 (237-326) 
 
Abb.1.3 Asparaginase-Fragmente, die als Fusionsproteine mit GST zur 
Bestimmung von Antikörpertitern verwendet wurden. Die Zahlen 
beziehen sich auf die Lage in der Aminosäuresequenz 
 
Fragment A entspricht 40% der Sequenz am N-terminalen Ende, wäh-
rend Fragment B die restlichen 60% enthält. Die kleineren Fragmente 
A1 bzw. B1 bis B3 sind wiederum Bruchstücke von A und B. Die Aus-
wahl der Fragmente erfolgte dabei eher zufällig, da zu diesem Zeit-
punkt noch keine detaillierten Informationen über die Epitope der        
E. coli-Asparaginase vorlagen.  
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit sollte geklärt werden, ob sich die 
beschriebenen Fusionsproteine als Antigene bei der quantitativen 
Bestimmung von anti-Asparaginase-Antikörpern in Patientenseren 
eignen und ob ihre Verwendung Vorteile gegenüber den 
herkömmlichen Verfahren bieten. Außerdem sollte geprüft werden, ob 
und inwieweit das beobachtete Antikörper-Profil Hinweise auf den 
klinischen Verlauf der Therapie (allergische Reaktionen bzw. stille 
Inaktivierung) erlaubt.  
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Geräte und Chemikalien 
2.1.1 Geräte 
 
Achtkanal-Pipette      Eppendorf, Hamburg 
Response 4850 Autoklav    Tuttnauer(Systsc.), 
Wettenberg  
Brutschrank      Heraeus, Osterode 
DNA Thermal Cycler    Perkin-Elmer, Langen 
Digitalkamera, D120 Zoom   Kodak, Stuttgart 
Microplatereader, 3550-UV   BioRad, München 
Fraktionssammler RediFrac   Eppendorf, Hamburg 
Gelelektrophoresekammer   PHASE, Lübeck 
Microplate Washer M96FlowICN   Titertek, Rheinbach 
pH-Meter Toledo 340     Mettler, Gießen 
Schüttelinkubator     Biometra, Göttingen 
Spannungsgerät LKB GPS 200/400  Amersham Pharmacia, 
Freiburg 
Spektrophotometer Specord M500  Zeiss, Jena 
Spectrophotometer Ultrospec 2000  Amersham Pharmacia 
Freiburg 
Thermoblock      Stratagene, Heidelberg 
Tischzentrifuge, Biofug    Hereaus, Osterode 
Ultraschallstab Sonoplus GM70   Bandelin, Berlin 
Zentrifuge Suprefuge 22    Hereaus, Osterode 
 
2.1.2 Chemikalien 
 
ABTS 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline- 
6-sulfonic acid) diammonium salt   Sigma Deisenhofen 
Acrylamid/ Bisacrylamid (30/0,8 Lösung) Sigma, Deisenhofen 
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Ammoniumpersulfat    Sigma, Deisenhofen  
Acrylamid/Bisacrylamid (30/0,8 Lösung) Roth, Karlsruhe  
Agarose für DNA-Gelelektrophorese  Roth, Karlsruhe 
Ampicillin      USB, Hamburg 
4-Chlor-1-naphthol     Sigma, Deisenhofen 
Coomassie Blue     Gibco, Karlsruhe 
ECL Western blotting detection reagents Amersham Pharmacia, 
Freiburg 
Ethidiumbromid     Roth, Karlsruhe 
Glycin      Sigma, Deisenhofen 
Harnstoff      Sigma, Deisenhofen 
Hefeextrakt      ICN Biomedicals, Inc. 
Isopropyl-Thiogalaktosid    Sigma, Deisenhofen 
Luria Broth-Medium    Gibco, Karlsruhe  
Magermilchpulver     Heirler, Radolfzell 
Mineralöl      Sigma, Deisenhofen 
Mercaptoethanol     Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat    Sigma, Deisenhofen 
N,N,N´,N´-Tetramethyl-Ethylendiamin  Merck, Darmstadt  
Ponceau S      Serva, Heidelberg 
Rinderserumalbumin    Sigma, Deisenhofen 
Trypton      Roth, Karlsruhe 
Wasserstoffperoxid    Sigma, Deisenhofen 
 
Alle weiteren Chemikalien wurden in p. a. Qualität von den Firmen 
Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg), Roth 
(Karlsruhe) bezogen. Für wässrige Lösungen und Puffer wurde 
bidestilliertes Wasser verwendet. 
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien 
 
Dialyseschlauch, Sevapor   Serva, Heidelberg 
Einweg-Plastik-Petrischalen   Greiner, Frickenhausen 
Gel-Blotting Papier GB 002  Schleicher & Schuell, 
Dassel 
Immobilon-P, PVDF, 0,45 µM   Millipore, Eschborn 
Nunc-immuno  Modules MaxiSorp F16  Nunc A/S, Roskilde-Dänemark  
 
2.1.4 Säulenmaterial 
 
Glutathion-Sepharose™ 4-Fast-Flow  Amersham Pharmacia, 
Freiburg 
  
2.2 Marker, Enzyme und Kits  
2.2.1 Marker 
 
100 bp DNA-Leiter     Peqlab, Erlangen 
100 kDa-Marker für SDS    Peqlab, Erlangen 
2.2.2 Enzyme 
 
Asparaginase medac®    Medac, Hamburg 
Asparaginase aus Erwinia crysanthami  Sigma, Deisenhofen 
Polyethylenglycol-konjugierte  
Asparaginase    Medac-Schering  
(PEG-Asparaginase)      
2.2.3 Kits 
 
QIAprep Spin Miniprep Kit   Qiagen, Hilden 
QIAquick Gel Extraction Kit   Qiagen, Hilden 
Quantum Prep Plasmid Miniprep  Bio Rad, München 
High Pure PCR Poduct Purification Kit  Roche, Mannheim 
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2.3 Vektoren und Bakterien 
2.3.1 Vektoren 
 
Vektor pGEX-4T-3     Amersham Pharmacia
       
2.3.2 Bakterien 
 
E. coli BL21     Harms et al., 1991  
      
Alle durchgeführten Arbeiten mit gentechnisch veränderten 
Bakterienstämmen wurden gemäß Gentechnikgesetz (Gen TG) vom 
20.05.1990 durchgeführt und gehörten zur Sicherheitsstufe S1. Bei 
Experimenten anfallende, mit Bakterien kontaminierten Lösungen und 
Gefäße wurden getrennt gesammelt und umgehend durch 
Hitzesterilisation für 30 Minuten bei 130°C und 2,5 bar im Autoklaven 
vernichtet.  
 
2.4 Computerprogramme 
 
Excel 2000      Microsoft 
Sigma Plot 5.0     Jandel Scientific 
Word 2000      Microsoft 
 
2.5 Häufig verwendete Puffer, Lösungen und Medien 
 
Agar-Platten     LB-Medium mit 1,5 % (w/v) 
Agar 
Ampicillin     100 mg/ml (steril filtriert) 
Bindungspuffer    PBS, pH 7,3 
      140mM NaCl  
      2,7mM KCl 
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      10mM Na2HPO4 
      1,8mM KH2PO4 
Elutionspuffer    50mM Tris(TM)-HCL  
      10mM red. Glutathion (pH8) 
Lämmlipuffer (4x)    250 mM Tris/HCL pH 6,8 
      8% (v/v) 2-Mercaptoethanol 
      40% (v/v) Glycerin 
      4x10³% (w/v)Bromphenolblau 
LB-Medium (pro Liter)   10g Trypton 
      5g Hefeextrakt 
      10g NaCl, pH 7,4 
Carbonat/ Bicarbonat-Puffer  50mM Na2CO3 
      50mM NaHCO3, pH 9,4 
PBS-Puffer 10fach (pro Liter)  14,2g Na2HPO4 
      2,45g K2HPO4 
Stop-Lösung    SDS 5% 
      0,04 % H2O2 
TAE-Puffer     40mM Tris/ Acetat 
      1mM EDTA 
 
2.6 Methoden und Probenmaterial 
Glycerolstocks 
 
Es wurden 0,5 ml einer Übernachtkultur mit 0,5 ml sterilem 50%igem 
(v/v) Glycerol gemischt und die Bakteriensuspension bei –20  °C 
gelagert. 
 
LB-Platten 
 
LB-Medium   10 g/l Trypton 
    5 g/l Hefeextrakt 
    10 g/l NaCl 
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LBAmp-Platten   25 g/l LB-Medium 
    8 g/l Agar Agar 
    1 µg/l (w/v) Ampicillin 
 
Ampicillin wurde in H2O in einer Konzentration von 100 mg/ml 
angesetzt. LB-Medium und Agar wurden in destilliertem Wasser 
suspendiert und mit 5 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 
Das Medium wurde autoklaviert und mit dem sterilfiltrierten Antibioti-
kum versetzt. Sterile Petrischalen wurden mit ca. 20 ml Medium aus-
gegossen und bei 4 °C gelagert. Um E. coli auf LB-Platten zu kulti-
vieren, wurden Bakterien aus Glycerolstocks auf LB-Platten ausge-
strichen und im Brutschrank bei 37 °C über Nacht inkubiert. Die LB-
Platten wurden bei 4 °C gelagert und standen zum Animpfen von 
Kulturen für ca. zwei Wochen zur Verfügung. 
 
Übernachtkulturen 
 
LBAmp-Medium   25 g/l LB-Medium 
     0,1g/ml (w/v) Ampicillin 
 
LB-Medium wurde in destilliertem Wasser suspendiert und mit 5 M 
NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Daraufhin wurde es auto-
klaviert und bei Raumtemperatur steril gelagert. Für eine Übernacht-
kultur wurden 50ml und 100ml LB-Medium mit sterilfiltriertem Anti-
biotikum versetzt und mit Bakterien angeimpft. Es wurde über Nacht 
bei 37  °C inkubiert. 
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2.7 Proteinbiochemische Methoden 
Proteinexpression und Proteinisolierung 
 
Lämmli-Puffer (4x):   250 ml/Tris HCL pH 6,8 
     8 % (v/v) 2-Mercaptoethanol 
     40 % (v/v) Glycerin  
      4x 10³ % (w/v) Bromphenolblau 
 
Für die Herstellung des rekombinanten Proteins im analytischen Maß-
stab wurden 400 ml-Übernachtkulturen mit transformierten E. coli-Bak-
terien angeimpft und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Kulturen 
wurden auf eine optische Dichte (OD600) von  0,6 eingestellt. Nach 
einer Inkubation für 30 Minuten bei 25 °C, wurden 1 ml-Proben 
abgenommen, bei 250 rpm zentrifugiert und das Bakteriensediment in 
TE-Puffer resuspendiert und bei –20 °C gelagert. Die Kultur wurde 
dann mit IPTG (0,5 mM) induziert. Die anschließende Expression 
erfolgte über 3-4 Stunden bei 37 °C. Zwischenzeitlich wurden aus dem 
Expressionsansatz 1 ml-Proben entnommen, um die (OD) zu 
kontrollieren. Sobald eine OD von 0,45- 0,55 erreicht war, wurde die 
Bakterienkultur fünf Minuten bei 5000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet 
wurde anschließend bei –20 °C eingefroren. Zuvor wurde noch eine 
weitere 1 ml-Kontroll-Probe von der Bakterienkultur nach der 
Expression entnommen, abzentrifugiert und in der oben beschriebenen 
Weise gelagert. 
 
Für einen analytischen Nachweis der Proteine wurde das Bakterien-
sediment in 50 µl Lämmli-Puffer resuspendiert und in 20 µl des Pro-
teinextraktes durch SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Gewinnung größerer 
Proteinmengen wurde ein 1 L-Maßstab gewählt. Zunächst wurde eine 
100 ml-Übernachtkultur angezogen und in 1 Liter LB(Amp)-Medium 
überführt. Anschließend wurde bei 37 °C bis zu einer OD600 von  0,6-
0,7 inkubiert. Daraufhin wurde eine 1 ml-Probe entnommen, die 
Bakteriensuspension bei 13 000 rpm sedimentiert und die Bakterien bei 
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–20 °C gelagert. Die Kulturen wurden mit 5 mM IPTG induziert und bei 
37 °C über einen Zeitraum von 24 Stunden exprimiert. Dann  wurden 
die Bakterien bei 5000 rpm und 4 °C sedimentiert und bei –20 °C 
gelagert. Die Zellen wurden vor dem Aufschluß der Bakterien in 40 ml 
PBS-GST-Puffer resuspendiert. Danach erfolgte der Aufschluß durch 
hochfrequenten Ultraschall (50% Intensität, 15x 15 Sekunden Intervall 
mit jeweils 15 Sekunden Pause dazwischen, um eine zu starke 
Erhitzung der Lösung zu vermeiden). Durch eine daran anschließende 
fünfminütige Zentrifugation bei 12000 rpm wurde unlösliches Material 
sedimentiert.  
 
 
Aufschluß der Inclusion-Bodies 
 
Bei der Expression der Fusionsproteine kam es zur Bildung von sog. 
Einschlusskörperchen (inclusion-bodies). Um diese aufzuschließen, 
wurden die Pellets mit 8 ml  Puffer (8 M Harnstoff, 0,35 M NH4HCO3, 
pH 8) versetzt und 30 Minuten bei 4 °C belassen. Anschließend wurde 
bei 12000 rpm ca. 2 Minuten lang zentrifugiert. Der Überstand wurde 
zur nachfolgenden Dialyse in einen Dialyseschlauch gefüllt. 
 
 
Dialyse 
Die Dialyse erfolgte über Nacht bei 4 °C in 2 l PBS-GST-Puffer, um den 
Harnstoff zu entfernen. Dabei wurde der Puffer nach 5 Stunden ge-
wechselt. Die dialysierte Lösung wurde vor der Affinitäschromatogra-
phie maximal 2 Tage bei 4 °C gelagert. 
 
Affinitätschromatographie 
Wasser und Chemikalien, die zur Puffer-Präparation benutzt wurden, 
wurden vor der Verwendung gefiltert (45 µm Filter). 
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Binde-Puffer:  PBS, pH 7,3 
140 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 10 mM 
Na2HPO4, 
    1,8 mM KH2PO4, pH 7,3) 
Elutions-Puffer: 50 mM TrisTM-HCL, 10 mM red. Glutathion, 
pH 8 
 
Die Säule (1 x 3 cm) wurde mit Glutathion-SepharoseTM Fast Flow 
gefüllt und mit 20 ml PBS-GST-Puffer equilibriert (0,6-0,8 ml/min). An-
schließend wurde die Lösung aus dem Dialyseschlauch mit einer Fluß-
geschwindigkeit von 0,4 ml/min aufgetragen. Im folgenden Schritt 
wurde mit dem Binde-Puffer mit einer Auftragsgeschwindigkeit von 0,6-
0,8 ml/ min gespült, bis nach ca. 20 min. eine OD von < 0,04 erreicht 
war. Dann erfolgte die Elution mit dem oben beschriebenen Puffer und 
einer Flussgeschwindigkeit von 0,6 ml /min. Insgesamt wurde mit 30 ml 
Puffer eluiert. 1,5 ml-Fraktionen wurden gesammelt und bei –20 °C 
eingefroren. 
 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Trenngelpuffer:    1,5 M Tris / HCL, pH 8,8 
Sammelgelpuffer:    0,5 M Tris / HCL, pH 6,8 
Laufpufffer:     250 mM Tris 
      1,9 M Glycerin 
       35 mM SDS 
 
Mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) kann ein Proteingemisch unter denaturierenden Bedingungen 
der Größe nach aufgetrennt werden. Natriumdodecylsulfat ist ein De-
tergenz, das sich an Proteine anlagert und ihre native Struktur aufhebt. 
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Außerdem bewirkt SDS eine hohe negative Ladungsdichte an der Pro-
teinoberfläche. Die ursprünglichen Ladungseigenschaften der Proteine 
werden dabei überlagert. Nach Anlegen einer Spannung an das 
Polyacrylamid-Gel wandern die SDS-Protein-Komplexe in Abhängig                               
keit ihrer Masse unterschiedlich schnell durch die Gelmatrix. Aufgrund 
besonderer Aminosäurevorkommen kann jedoch ein verändertes Lauf-             
verhalten auftreten.      
 
Die Durchführung der SDS-PAGE erfolgte in einer vertikalen Appara-
tur. Durch die Zugabe von APS (Adenosine 5’-phosphosulfat; Sigma) 
und TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin; Sigma) wurde der 
Polymerisationsstart eingeleitet. Nach Einsetzen der Polymerisation 
wurde die Trenngellösung in die Apparatur gegossen und mit einer 
dünnen Wasserschicht überdeckt. Nach abgeschlossener Polymerisa-
tion des Trenngels wurde das Wasser abgekippt und die Sammelgel-
lösung nach Polymerisationsstart über das Trenngel gegeben. An-
schließend wurden die Taschen für die Proteinproben im Sammelgel 
mit einem Gelkamm vorgeformt. Die Proben wurden im folgenden mit 
4-fach konzentriertem Lämmli-Puffer versetzt und im Heizblock bei 95 
°C fünf Minuten lang hitzedenaturiert. Danach wurden 20 µl der Pro-
ben auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde der 
SDS-PAGE Standardmarker der Firma Sigma verwendet. Die Gesamt-
laufzeit der SDS-PAGE betrug 75 Minuten, wobei zu Beginn über einen 
Zeitraum von 15 Minuten ein Spannung von 80 V angelegt und 
anschließend auf 180 V erhöht wurde. 
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Coomassie-Färbung 
Färbelösung:  45 % (v/v) Methanol 
   10 % (v/v) Essigsäure 
   0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R 
 
Entfärbelösung:  5 % Ethanol 
   7 % Essigsäure 
 
Polyacrylamid-Gele wurden in Färbelösung erhitzt und 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nachdem am Ende dieses Versuchsschrit-
tes das gesamte Gel blau gefärbt war, diente der Entfärbevorgang 
dazu, die nicht proteinhaltigen Bereiche wieder zu entfärben, um so die 
einzelnen Banden sichtbar zu machen. Zur dauerhaften Doku-
mentation wurde das Gel mit einer Gel-Kamera fotografiert. 
 
 
Proteinfärbung durch Ponceau-Färbung 
 
Ponceau-Lösung:  0,2 % (w/v) Ponceau S 
   3 % (v/v) Trichloressigsäure 
 
Die Ponceau-Lösung diente der Proteinfärbung auf einer PVDF-
Membran. Um einen späteren Größenvergleich zu ermöglichen, 
wurden die Banden des Proteinmarkers abgetrennt und aufbewahrt. 
 
 
ELISA mit Asparaginasen und GST-Asparaginase-
Fusionsproteinen als Antigen 
 
Der durchgeführte ELISA entspricht weitgehend dem Standardver-
fahren, jedoch diente als Antigen nicht die komplette Asparaginase, 
sondern eines der zuvor beschriebenen Fusionsproteine mit GST. Das 
Prinzip des Tests ist schematisch in Abb. 2.1 dargestellt. Zunächst 
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werden die Asparaginase-GST-Fusionsproteine an die Mikrotiterplatte 
gebunden. Nach Inkubation mit verdünntem Patientenserum und Weg-
waschen nicht gebundener Antikörper wird ein mit Peroxidase ge-
koppelter Sekundärantikörper (gegen den Fc-Teil von humanem IgG) 
zugegeben. Schließlich wird als Maß für die Menge dieses Antikörpers 
die Aktivität der Peroxidase über die Menge des aus ABTS gebildeten 
grünen Farbstoffs bei 405 nm oder 495 nm gemessen. 
 
 
 
P
GST
Peroxidase
ABTS Farbstoff
Sekundär-
antikörper
Primär-
antikörper
Asparaginase-
fragment
(aus Patienten-
 serum)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.1  Prinzip des eingesetzten Antikörper-Assays. Nach Bindung 
der Asparaginase- GST- Fusionsproteine an die Mikrotiterplatte, 
Inkubation mit Erstantikörper (= Patientenserum), anschließend 
Peroxidase gekoppelter Sekundärantikörper und Bestimmung der 
Antikörpermenge anhand der durch ABTS sichtbar gemachten 
Peroxidaseaktivität 
        
Zu Beginn wurden die Mikrotiterplatten mit je 50 µl einer 1:100 mit 
Carbonat/Bicarbonat-Puffer verdünnten Lösung der Fragmente ge-
coatet und über Nacht bei 4 °C gelagert. Am darauf folgenden Tag 
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wurde die Antigen-Lösung abgegossen und die Platte anschließend mit 
Hilfe eines automatischen Waschers zweimal mit 300 µl PBST pro Well 
gespült. Im Anschluss daran wurden unspezifische Bindungsstellen 
drei Stunden lang mit je 300µl mit 5% Magermilchpulver in PBST 
geblockt. Dann wurde erneut dreimal mit 300 ml PBST/Well ge-
waschen. Als Quelle für die Erst-Antikörper dienten in der Regel 1:100 
mit Blockierlösung verdünnte Patienten-Seren (50 µl Verdünnung/well). 
Die Mikrotiterplatte wurde anschließend eine Stunde auf den Schüttler 
gestellt. Es folgte wieder ein Waschvorgang (viermal mit PBST). Um 
eine Färbereaktion mit ABTS zu ermöglichen, wurden 50µl des 1:10.00 
verdünnten, Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikörpers (Affini-pure 
Anti-human IgG aus Ziege) aufgetragen. Es wurde erneut viermal mit 
PBST gewaschen. Zum Schluss erfolgte die Färbereaktion mit ABTS, 
das jeweils kurz vor Verwendung als 0,1%ige Lösung in 0,1 M 
Citratpuffer angesetzt wurde. Die Reaktion wurde mit 0,04 %igem H2O2 
gestartet. In jedes well wurden anschließend 100µl des Färbereagens 
hinzugegeben. Die Platten wurden für ca. 30 min. bei 37 °C inkubiert, 
bevor die Färbereaktion 1:1 mit SDS-Puffer abgestoppt wurde. Zur 
genauen Erfassung des AK-Titers wurden die Platten bei 405 nm oder 
495 nm im ELISA-Reader photometrisch vermessen. 
 
2.8 Untersuchungsmaterial  
 
Zur Verfügung standen uns Proben von Patientenseren, die in Münster 
im Rahmen einer detaillierten Studie gesammelt worden waren [40]. 
Zwischen Dezember 1996 und Januar 1999 wurden 70 Kinder (30 
Jungen und 40 Mädchen) mit erstmals diagnostizierter ALL (n=68) oder 
NHL (n=2) von fünf Zentren der ALL-BFM (Berlin-Frankfurt-Münster) 
Studiengruppe in ein Drug-Monitoring aufgenommen. Alle Kinder 
wurden in der Reinduktion nach dem ALL/NHL-BFM 95 Proto-                               
koll behandelt, erhielten jedoch PEG-Asparaginase. Das Alter der Pa-
tienten reichte von 5 Monaten bis 17 Jahren (mittleres Alter 6 Jahre 
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und neun Monate; Median 6 Jahre). Nach 8 Infusionen nativer E. coli-
Asparaginase ( Asparaginase medac®) während der Induktionsphase, 
zeigten insgesamt 66 Patienten keine klinischen Zeichen einer immu-
nologischen Reaktion, 4 Patienten hingegen hatten in dieser Phase 
eine Überempfindlichkeitsreaktion. Aus diesem Grund wurde die 
weitere Auswertung auf die 66 Patienten ohne Reaktion in der 
Induktionsphase begrenzt. 
 
Die Reinduktionstherapie gestaltete sich folgendermaßen: Am 8. Tag 
des Behandlungsplans wurden 1000 U/m² PEG-Asparaginase 
(Oncaspar™) über einen Zeitraum von 2 Stunden intravenös appliziert. 
Diese Gabe stellte den Ersatz der ursprünglich vorgesehenen 4 Dosen 
von 10.000 U/m² BSA E. coli-Asparaginase an den Tagen 8, 11, 15 
und 18 der Reinduktionstherapie dar, wie es im ALL/NHL-BFM 95 
Protokoll definiert ist. Die Chemotherapie der Reinduktion umfaßt 
außerdem tägliche Gaben von Dexamethason (DEXA; 10 mg/m² an 
den Tagen 1-31), sowie Vincristin (VCR; 1,5 mg/m² an den Tagen 8, 
15, 22 und 29 [52,54]. 
 
Die Studiendaten individueller Patienten zeigten Asparaginase-Serum-
aktivitäten von wenigstens 100 U/l über einen Zeitraum von 14-21 
Tagen bei einer Gabe von 1000 U/m² Oncaspar™. Diese Aktivität gilt 
als ausreichend zur adäquaten Suppression von Asparagin sowohl im 
Plasma als auch im Liquor [53]. Da in gegenwärtigen Protokollen mit    
E. coli-Asparaginase eine Serumdepletion über einen vergleichbaren 
Zeitraum erreicht wird [8], wurde eine Verabreichung von 1000 U/m² am 
achten Behandlungstag des Protokolls als angemessen erachtet, um 
eine Serum-Konzentration von 100 U/l für wenigstens 14 Tage und 
eine Konzentration von 50 U/l bis zum 21. Behandlungstag zu 
erreichen.  
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Für die Laborversuche wurden alle drei bis vier Tage Blutproben abge-
nommen, bis die Serum-Aktivität unter die Nachweisgrenze abgesun-
ken war. Sofort nach der Blutentnahme wurden die Proben zentrifu-
giert. Das Serum wurde umgehend vermessen. Da keine Blutproben 
zur Messung der Enzymaktivität ein, zwei und drei Wochen nach 
Asparaginase-Verabreichung eines jeden Patienten von identischen 
Tagen zur Verfügung standen, wurden die Daten der Tage 7 und 8, 12- 
14 sowie 20-22 gepoolt für die Zeitabschnitte ein, zwei und drei 
Wochen. Sofern mehr als eine Blutprobe aus einem der drei Zeitab-
schnitte von einem Patienten vorhanden war, wurde eine der Proben 
nach dem Zufallsprinzip ausgewählt. 
 
Die Enzymaktivitätsmessung wurde in einem Standard-Asparaginase-
Puffersystem vorgenommen, wobei das nach Reaktion mit Nessler's 
Reagenz freigesetzte Ammonium photometrisch bei 450 nm ge-
messen wurde. Die Quantifizierungsgrenze dieses Assays liegt bei 20 
U/l. Details zu diesem Aktivitäts-Assay finden sich in Boos et al. [1,8]. 
In der vorliegenden Arbeit wurden Seren von 30 Patienten des oben 
genannten Kollektivs und einige weitere Seren von Patienten außer-
halb dieses Kollektivs herangezogen. Die Untersuchung aller Seren 
war nicht möglich, da nicht von allen Proben ausreichend Restmaterial 
zur Verfügung stand. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Expression und Charakterisierung der GST-Fusionsproteine 
 
Die Fusionsproteine mit den in Abb. 1.3 definierten Aspara-                               
ginasefragmenten sowie insertfreie Glutathion-S-Transferase wurden 
wie unter 2.7 beschrieben exprimiert und durch Affinitätschromato-
graphie an Glutathion-Sepharose aufgereinigt. Die gewonnenen Pro-
tein-Präparationen enthielten Proteine mit den erwarteten Massen (A-
GST: 40 kDa, A1-GST: 36 kDa, B-GST: 46 kDa, B1-GST: 31.5 kDa, 
B2-GST: 32 kDa, B3-GST: 36 kDa) und waren in der SDS-PAGE weit-
gehend homogen. Sie wurden nach entsprechender Verdünnung in 
etwa gleichen Konzentrationen als Antigene im ELISA-Assay (siehe 
Abschnitt: 3.3) eingesetzt.   
 
3.2 Bestimmung von Antikörpertitern gegen Asparaginase-GST-
Fusionsproteine 
 
Die meisten der Fusionsproteine, nicht aber GST selbst, erwiesen sich 
als effiziente Antigene. Zur Erprobung des Immunoassays wurde statt 
Patientenserum zunächst ein käufliches, polyklonales Kaninchen-Anti-
serum gegen E. coli-Asparaginase (Sigma-Aldrich) eingesetzt. Die Er-
gebnisse der Doppelbestimmungen (durchgeführt wie in Abschnitt 3.3 
beschrieben) mit den verschiedenen Fusionsproteinen aus Asparagi-
nasefragmenten und GST (A, A1, B, B1, B2, B3), mit GST ohne Frag-
ment (GST) sowie ohne Zugabe von Antigen (leer) sind in Abb. 3.1 
dargestellt.  
 
Die gemessene Absorption ist dabei ein Maß für die Menge. Man er-
kennt, dass die Titer gegen fragmentfreie GST sich kaum vom Leer-
wert unterscheiden. Dies zeigt, dass das verwendete Antiserum keine 
Antikörper gegen Glutathion-S-Transferase enthielt. Die im verwende-
ten Serum vorhandenen Antikörper richten sich sowohl gegen die 
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großen Fragmente A und B als auch gegen die Teilfragmente B1 bis 
B3, wobei die Titer gegen Fragment B3 (Aminosäuren 237-326) fast 
genauso hoch waren wie gegen das größere Fragment B (137-326). 
Die Abweichungen zwischen den jeweiligen Paralellmessungen 
betrugen bei diesem Experiment im Durchschnitt weniger als 5 %. 
Gegen das Fusionsprotein A1-GST ließen sich hier und auch in allen 
weiteren Experimenten keine signifikanten Antikörpertiter nachweisen.  
 
 
 
 
Abb. 3.1  Titer eines käuflichen polyklonalen Kaninchen-Antiserums 
gegen die einzelnen Asparaginase-Fragmente. GST: Glutathion-S-
Transferase ohne inseriertes Fragment, Leer: ohne Zusatz von 
Antigen. Mit jedem Antigen wurde eine Doppelbestimmung 
durchgeführt. 
 
Die Anwendung des Assays auf Patientenseren ergab vergleichbare 
Ergebnisse. Als Beispiele sind in Abb. 3.2 drei Seren verschiedener 
Patienten mit unterschiedlichen Mustern herausgegriffen. Hier sind die 
mit GST ohne Insert gemessenen Blindwerte bereits von den Mess-
werten abgezogen. Patient 1 hatte lediglich Antikörper gegen die Frag-
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mente B3 und B entwickelt. Bei dem zweiten Patienten waren die Titer 
gegen alle Fragmente etwa gleich hoch, während sich im dritten Serum 
vor allem Antikörper gegen die großen Fragmente A und B nachweisen 
ließen. Diese Ergebnisse deuten bereits an, dass der Assay durchaus 
eine gewisse Selektivität besitzt, d. h. jedes der untersuchten Seren 
zeigte ein etwas anderes Antikörper-Muster.  
 
Die normalerweise verwendete Serumverdünnung von 1:100 und ein 
Probevolumen von 50µl pro well entsprachen einem Volumen von 5 ml 
an Patientenserum. Die Streuung der mit Patientenseren gewonnenen 
Daten war etwas höher als bei Verwendung des kommerziellen 
Kaninchenserums. Sie lag typischerweise bei 10-20%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 34
                                                                                              Ergebnisse 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2  Vergleich der Titer von drei Patientenseren gegen die 
verschiedenen EcA-GST-Fusionsproteine (GST-Werte schon sub-
trahiert) 
 
Als weitere Kontrolle wurden zwei verschiedene Präparationen von 
Fusionsproteinen aus unterschiedlichen Expressionen verglichen. Dies 
wurde am Beispiel des Fusionsproteins B-GST in Abb. 3.3 dargestellt. 
Mit allen untersuchten Seren ergab sich etwa dasselbe Verhältnis der 
Titer gegenüber einer länger gelagerten Antigen-Präparation („alt“) und 
einer frisch exprimierten und gereinigten Probe („neu“). Das Verhältnis 
der Titer gegen das „neue“ und das „alte“ Fragment betrug im 
Durchschnitt 4.3 ± 0.7.  
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Abb. 3.3  Vergleich der Titer gegen von zwei unabhängig voneinander 
exprimierten Fusionsproteinen (B-GST)  
 
 
3.3 Titerbestimmungen mit intakten Asparaginasen als Antigen 
 
Außer der rekombinanten Fusionsproteine mit Fragmenten der E. coli-
Asparaginase wurden bei einigen Experimenten auch die therapeutisch 
verwendeten Asparaginasen (Asparaginase medac®, PEG-Aspa-
raginase und Erwinase®) in unveränderter Form als Antigene 
verwendet, ohne dass der Assay dabei modifiziert wurde. In Abb. 3.4 
ist für einen Patienten (Code: roc84), bei dem wegen allergischer 
Nebenwirkungen das Präparat gewechselt wurde, der zeitliche Verlauf 
der Titer gegen alle drei Enzyme dargestellt. Der Patient war zuvor mit 
PEG-Asparaginase behandelt worden und erhielt am 20.3.2000 eine 
Dosis von 20 000 U Erwinia-Asparaginase. Unsere retrospektiv 
erhobenen Daten (Abb. 3.4) zeigen jedoch, dass der Patient zu diesem 
Zeitpunkt bereits einen beträchtlichen Antikörpertiter gegen Erwinase® 
besaß, während Antikörper gegen Asparaginase medac® erst nach 
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einigen Tagen auftraten. Tatsächlich wurde die verabreichte Erwinia-
Asparaginase rasch inaktiviert. Da der Patient zuvor noch nie 
Erwinase® erhalten hatte, ist anzunehmen, dass der bereits 
bestehende Titer gegen das Erwinia-Enzym auf einer Kreuzreaktivität 
mit der E. coli-Asparaginase beruht. Das Vorkommen einer derartigen 
Kreuzreaktivität wurde bereits 1994 von Moola et al. [39] beschrieben. 
 
 
Abb. 3.4 Zeitlicher Verlauf der Titer gegen verschiedene 
Asparaginasen im Serum eines Patienten (s. Text) 
 
3.4 „Stille Inaktivierung“ und Titer gegen 
Asparaginasefragmente  
 
Von der in Abschnitt 3.4 beschriebenen Patientengruppe wurden nach 
der Behandlung mit PEG-Asparaginase nicht nur umfangreiche 
klinische Daten erhoben, sondern während der ersten Wochen auch 
ein detailliertes Drug-Monitoring durchgeführt. Deshalb standen für alle 
Mitglieder der Gruppe Daten zur Verfügung, die die Abnahme der 
Asparaginase-Aktivität im Serum als Funktion der Zeit widerspiegeln. In 
einer ganzen Reihe von Fällen zeigte sich eine deutlich oder stark 
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beschleunigte Abnahme der Volumenaktivität, d. h. es hatte die in der 
Einleitung beschriebene „stille Inaktivierung“ stattgefunden. Um zu 
prüfen, ob dieser Antikörper-Assay unter Verwendung rekombinant 
hergestellter Fusionsproteine Hinweise auf das Auftreten „stiller 
Inaktivierung“ liefern kann, wurden im Rahmen dieser Arbeit mit allen 
vorliegenden Serumproben von 33 der 70 Patienten die Titer  gegen 
die sechs zur Verfügung stehenden Fusionsproteine gemessen. Die 33 
Patienten wurden zufällig ausgewählt. Aus Zeitgründen war es leider 
nicht möglich, alle Seren zu untersuchen, 
 
Abb. 3.5 zeigt einige Ergebnisse dieser Messreihe, wobei vier 
Patienten mit unterschiedlich rascher Inaktivierung ausgewählt wurden. 
Dargestellt sind jeweils die über den gesamten Zeitraum gemittelten 
Titer gegen die einzelnen Fusionsproteine und im Inset der zeitliche 
Verlauf der Serumaktivität, beginnend mit dem Tag der Gabe (Tag 0). 
Die durch die Aktivitätsdaten gezogenen Linien sind 
Regressionsgeraden, die verdeutlichen, wie aus den Verläufen die 
Inaktivierungsraten vI  in  U/(l Serum · Tag) ermittelt wurden. Zur 
Berechnung der Regressionsgeraden wurden jeweils die stetig 
abfallenden Bereiche der Zeitverläufe ausgewählt. 
 
Der bei Patient P3 beobachtete Verlauf ist typisch für die Mehrzahl der 
Fälle. Unter normalen Bedingungen verschwindet die Asparaginase-
Aktivität innerhalb von drei bis vier Wochen wieder aus dem Serum. Da 
unter den Bedingungen der Studie unmittelbar nach der Gabe des 
Enzyms Volumenaktivitäten von 1000-1500 U/l erreicht wurden, 
entspricht ein solcher Verlauf einer Inaktivierungsgeschwindigkeit von 
50-70 U/l pro Tag. Im Falle des Patienten P3 war diese Inaktivierungs-
kinetik begleitet von niedrigen Antikörpertitern gegen alle sechs 
Fusionsproteine. Patient P17 zeigte einen deutlich erhöhte Titer gegen 
das N-terminale Fragment A, nicht aber gegen die Fragmente der 
Gruppe B. Die Inaktivierungsgeschwindigkeit war dabei gegenüber P3 
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nur mäßig erhöht (von 60 auf 100 U/l pro Tag). Im Gegensatz dazu war 
beim Patienten P7 die Inaktivierung des Enzyms mit etwa 170 U/l pro 
Tag stark beschleunigt. Sie ging mit deutlich erhöhten Titern gegen alle 
Fragmente mit Ausnahme von A1 und B1 einher. Einen extremen Fall 
von „stiller Inaktivierung“ repräsentiert Patient P11. Hier war das 
verabreichte Enzym schon zwei Tage nach Gabe nicht mehr im Serum 
nachweisbar. Die Inaktivierungsgeschwindigkeit ließ sich hier nur 
schätzen, lag aber sicher über 250 U/l pro Tag. Dies korrelierte mit 
sehr stark und selektiv erhöhten Titern gegen die Fragmente A, B und 
B3.  
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Abb. 3.5 Vergleich der Titer gegen verschiedene Fusionsproteine mit 
dem zeitlichen Verlauf der Asparaginase-Aktivität im Serum für 
ausgewählte Patienten mit unterschiedlicher Inaktivierungsge-
schwindigkeit. Balken repräsentieren die gemittelten Titer gegen die 
einzelnen Fusionsproteine, gemittelt über den gesamten Zeitraum; 
Inset: zeitlicher Verlauf der Serumaktivität mit Regressionsgraden, die 
die Inaktivierungsraten verdeutlichen. Die Regressionsgraden wurden 
aus stetig abfallenden Bereichen der Zeitverläufe berechnet. 
 
Die Ergebnisse für alle 33 untersuchten Patienten sind in Abb. 3.6 in 
Form eines sog. Box-Plots zusammengestellt, der die Häufigkeitsver-
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teilung graphisch wiedergibt. Die unteren und oberen Kanten der 
Boxen entsprechen dem 25. bzw. 75. Perzentil, der Strich innerhalb der 
Box gibt den Median aller Werte an. Die Fehlerbalken unterhalb und 
oberhalb der Boxen geben das 10. und 90. Perzentil an. Einzelwerte, 
die außerhalb dieser Bereiche liegen, sind durch schwarze Kreise 
einzeln dargestellt.   
 
Man erkennt aus Abb. 3.6, dass bei den untersuchten Seren signifikant 
erhöhte Titer vor allem gegen die Fusionsproteine mit den beiden 
großen Fragmenten A und B sowie mit dem C-terminalen Fragment B3 
auftraten, während sich bei den Fragmenten A1, B1 und B2 fast alle 
gemessenen Titer nur geringfügig vom Basiswert unterscheiden. Die 
wenigen, deutlich erhöhten Werte für diese Antigene erreichen 
höchstens die normalen Titer gegen A oder B. Die entsprechende 
Darstellung für die Inaktivierungsgeschwindigkeit v (rechts) zeigt, dass 
mehr als die Hälfte der untersuchten Patienten normale Zeitverläufe mit 
Werten zwischen 50 und 70 U/l pro Tag zeigten. Bei etwa einem Drittel 
der untersuchten Patienten war die Inaktivierung mit Raten über 100 
U/l pro Tag signifikant beschleunigt und etwa 10 % zeigten sehr hohe 
Inaktivierungsraten mit Werten zwischen 150 und 300 U/l  Tag.  
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Abb. 3.6  Häufigkeitsverteilung der AK- Titer gegen die einzelnen 
Asparaginase Fragmente für alle untersuchten Patienten. Die unteren 
und oberen Kanten der Boxen entsprechen dem 25. bzw. 75. 
Perzentil, der Strich innerhalb der Box gibt den Median aller Werte an. 
Die Fehlerbalken unterhalb und oberhalb der Boxen geben das 10. 
und 90. Perzentil an. Einzelwerte, die außerhalb dieser Bereiche 
liegen sind durch schwarze Kreise einzeln dargestellt.   
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Um mögliche Korrelationen zwischen Inaktivierungeschwindigkeit und 
Titern gegen einzelne Asparaginasefragmente darzustellen, sind in 
Abb. 3.7 die gleichen Daten in anderer Form aufgetragen. Dort sind für 
jedes der verfügbaren Antigene und für alle Patienten die jeweiligen 
Inaktivierungsgeschwindigkeiten sowie die entsprechenden Titer 
zueinander in Beziehung gesetzt. Aus der Abbildung wird deutlich, 
dass für die stark antigen wirkenden Proteine A, B und A3 extrem hohe 
Inaktivierungsraten über 150 U/l Tag fast ausnahmslos auch mit 
ungewöhnlich hohen Antikörpertitern einhergehen. Die entsprechenden 
Trends sind durch parabolische Fits hervorgehoben. Besonders klar 
tritt die Tendenz für die Antigene B und B3 hervor. 
 
An dieser Stelle ist jedoch anzumerken, dass für eine detaillierte 
statistische Analyse die Zahl der Werte, die im Rahmen der Arbeit ge-
sammelt werden konnte, noch zu gering ist. Ob tatsächlich eine 
signifikante Korrelation zwischen Antikörpertitern und „stiller 
Inaktivierung“ besteht, kann erst entschieden werden, wenn weitere 
Patientendaten gesammelt und analysiert worden sind. 
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Abb. 3.7 Alternative Darstellung der Daten aus Abbildung 3.6 zur 
Verdeutlichung der Beziehung der jeweiligen Inaktivierungs-
geschwindigkeiten und der entsprechenden Titer für jedes der 
verfügbaren Antigene für alle Patienten 
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4 Diskussion 
 
4.1 Rationale für die Entwicklung eines „epitop-spezifischen“ 
Assays 
 
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, wurden die bislang eingesetzten 
Tests zur Bestimmung gebildeter Antikörper gegen Asparaginase mit 
dem kompletten Asparaginase-Molekül als Antigen durchgeführt [60,62]. 
Die Ergebnisse dieser Ansätze lieferten keine zuverlässigen Hinweise 
darauf, ob bei einem Patienten eine Inaktivierung des Enzyms zu 
erwarten war bzw. bereits stattgefunden hatte oder ob bei erneuter 
Applikation die Gefahr einer Überempfindlichkeitsreaktion bestehen 
würde. Ein mit diesen herkömmlichen Titerbestimmungen erfasster 
Antikörperstatus im Serum eines Patienten lieferte deshalb keine pro-
gnostische Aussage über den weiteren Verlauf der Behandlung.  
 
Überlegungen, wie eine bessere prognostische Aussagefähigkeit des 
Tests zu erreichen sei, führten dazu, bei der Suche nach gebildeten 
anti-Asparaginase-Antikörpern im Serum eines Patienten nicht das 
intakte Asparaginase-Molekül als Antigen vorzulegen, sondern eine 
potentielle Immunreaktion auf einzelne Teilstücken zu untersuchen. 
Dieser Ansatz beruht auf der Tatsache, dass größere Proteine wie die 
Asparaginase mehrere Epitope, also antikörperbindende Oberflächen-
bezirke, enthalten. Daher ist zu erwarten, dass Interaktionen der Anti-
körper mit den Epitopen unterschiedliche Wirkungen haben können, je 
nachdem wo das betreffende Epitop lokalisiert ist. 
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4.2 Epitope und Epitop-Mapping 
 
Die spezifische Oberflächenarchitektur biologischer Makromoleküle 
wird vom Immunsystem genutzt, um körpereigene Moleküle von 
körperfremden (d. h. „Selbst“ von „Nicht-Selbst“) zu unterscheiden. Bei 
Epitopen differenziert man grundsätzlich zwischen B- und T-Zell-
Epitopen. Bei B-Zell-Epitopen unterscheidet man die „Erkennung“ des 
Vorhandenseins von löslichen oder gebundenen Antikörpern auf der 
Oberfläche von B-Lymphozyten (B-Zell-Rezeptoren), deren variable 
Bereiche im Fab-Teil zu dem entsprechenden Epitop komplementär 
sind (Paratope) und das Epitop auf dem Antigen deshalb mit hoher 
Affinität binden. B-Zell-Epitope von Proteinen bestehen aus 5-20 Ami-
nosäuren. Diese Reste können in der Sequenz des Proteins aufeinan-
derfolgen (lineare oder sequentielle Epitope) oder von verschiedenen 
Teilen der Peptidkette gebildet werden (diskontinuierliche oder konfor-
mative Epitope). Obwohl auf der Oberfläche eines Proteins im Prinzip  
das Vorhandensein vieler Epitope möglich ist, findet man in der Regel 
nur eine relativ kleine Zahl „starker“ Epitope. Diese Erscheinung wird 
als Immundominanz bezeichnet [13]. 
 
Von B-Zell-Epitopen grundsätzlich verschieden sind die T-Zell-Epitope. 
Ihre Aufgabe besteht in der Vermittlung der Immunreaktion auf 
zellulärer Ebene. T-Zell-Epitope bestehen aus Oligopeptiden (8-13 
Aminosäuren). Sie werden vom T-Zell-Rezeptor nur erkannt, wenn das 
Protein sie vorher von Antigen präsentierenden Zellen proteolytisch 
abgebaut hat und das betreffende Peptid an ein MHC-Protein (Major 
Histocompatibility Complex) gebunden präsentiert wird. T-Zell-Epitope 
sind also immer sequentiell. 
 
Mögliche Epitope eines Proteins lassen sich mit einer gewissen Wahr-
scheinlichkeit vorhersagen. So müssen B-Zell-Epitope auf der Protein-
oberfläche liegen, damit sie für den Antikörper überhaupt zugänglich 
sind. Eine hohe Antigenität setzt in der Regel auch voraus, dass das 
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Epitop in einem relativ flexiblen Abschnitt der Peptidkette liegt. Häufig 
findet man sie deshalb in Peptidschleifen (loops). Auch die Amino-
säuresequenz gibt Hinweise auf mögliche Epitope. Sie enthalten sehr 
oft geladene Reste (Asp, Glu, Arg, Lys) in der Nachbarschaft hydro-
phober Aminosäuren. 
 
Da die Methoden zur „Epitop-Vorhersage“ nicht sehr zuverlässig sind, 
ist man darauf angewiesen, Epitope experimentell zu identifizieren. Bei 
diesem Epitop-Mapping sind verschiedene Ansätze möglich. Am aus-
sagekräftigsten aber auch am aufwendigsten ist die Herstellung mono-
klonaler Antikörper (Mab) gegen das Zielprotein und die Identifizierung 
seiner jeweiligen Bindungsstelle auf dem Protein. Lineare Epitope 
lassen sich auf einfachere Weise identifizieren. So kann man durch 
Methoden der kombinatorischen Chemie alle möglichen überlappenden 
Teilpeptide einer bestimmten Länge (z. B. Hexa-, Hepta- oder 
Dekapeptide) herstellen und sie gegen polyklonale oder monoklonale 
Antiseren testen. Ein weiterer Ansatz, das so genannte Phage Display, 
beruht darauf, dass in einem Oberflächenprotein eines Bakteriophagen 
mit gentechnischen Methoden alle überhaupt möglichen 
Peptidsequenzen einer gegebenen Länge „präsentiert“ werden. Besitzt 
man ein Antiserum gegen ein bestimmtes Protein, kann man in 
mehreren Runden diejenigen Phagen aus der Phagen-Bibliothek 
anreichern, die mit den darin enthaltenen Antikörpern reagieren. Durch 
Sequenzierung der DNA der reaktiven Phagen-Klone kann man dann 
genau ermitteln, welche Peptidsequenz dort präsentiert wird. 
 
Für die E. coli-Asparaginase war zum Zeitpunkt, als diese Arbeit 
durchgeführt wurde, noch kein Epitop-Mapping verfügbar. Solche Da-
ten lagen aber für die Asparaginase aus Erwinia chrysanthemi (Erwi-
nase®) bereits vor [39]. Die Autoren verwendeten zur Identifizierung von 
Epitopen Bibliotheken synthetischer Hexapeptide und polyklonale Anti-
körper sowohl gegen Erwinia-Asparaginase als auch gegen E. coli-
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Asparaginase. Die auf diese Weise im Erwinia-Enzym identifizierten 
Teilsequenzen hoher Antigenität sind in Abb. 4.1 (siehe Anhang) 
dargestellt. Außerdem sind in diesen Abbildungen ein Alignement der 
Sequenzen beider Enzyme, die an der Oberfläche liegenden 
Aminosäurereste und die Position der in der vorliegenden Arbeit 
verwendeten Asparaginase-Fragmente gekennzeichnet. Die 
Zugänglichkeit der Reste wurde mit Hilfe des Programms DSSP [32] aus 
den Koordinaten der tetrameren  E. coli-Asparaginase [58] berechnet. 
  
Man erkennt in Abb. 4.1 dass die Sequenzen der beiden Enzyme zwar 
eng verwandt sind aber in vielen Bereichen deutlich voneinander 
abweichen. Identisch sind insgesamt nur 55% der Reste, in der Nähe 
des aktiven Zentrums (Reste 80-130) ist die Sequenzähnlichkeit sehr 
viel höher. Es fällt weiterhin auf, dass die Antiseren, die gegen die 
beiden Asparaginasen gewonnen wurden, im Erwinia-Enzym nur in 
wenigen Fällen die gleichen Teilsequenzen erkennen. Dies trifft nur für 
die Reste 26-35 und 197-205 zu. Diese Erkenntnis steht in Überein-
stimmung mit früheren Beobachtungen, dass die Kreuzreaktivität 
zwischen beiden Asparaginasen nicht sehr hoch ist [41]. Auch das in 
Abb. 3.4 dargestellte Experiment bestätigt, dass ein- und dasselbe 
Patientenserum sehr unterschiedliche Antikörpertiter gegen die drei 
therapeutisch eingesetzten Asparaginasen aufweisen kann.  
 
Bei der Interpretation von Abbildung 4.1 muss berücksichtigt werden, 
dass die dort eingezeichneten Epitope mit Hilfe einer Peptidbibliothek 
aus kurzen Hexapeptiden ermittelt wurden. Deshalb konnten konfor-
mative Epitope nicht erfasst werden. Außerdem fällt auf, dass einige 
der gefundenen Epitope in Bereichen des Proteins liegen, die von 
außen schlecht oder gar nicht zugänglich sind (zu erkennen am Fehlen 
der Pfeile). Bei diesen Abschnitten handelt es sich wahrscheinlich nicht 
um echte Epitope. Moola et al. [39] schlossen aus ihren Ergebnissen, 
dass die Teilsequenz 274-284 (in E. coli-Nummerierung) das 
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dominante Epitop der Erwinia-Asparaginase darstellt und zeigten durch 
gezielte Mutagenese, dass Veränderungen in dieser Region die 
Antigenität des Enzyms deutlich senken. 
 
4.3 Brauchbarkeit des Assays und der Fragmente 
 
Die Zielsetzung der Arbeit war es herauszufinden, ob sich die von uns 
eingesetzten Asparaginase-Teilfragmente als Antigene eignen, um 
eine prognostische Aussage über eine potentielle „stille Inaktivierung“ 
oder eine allergische Reaktion machen zu können. Unsere Ergebnisse 
zeigen eindeutig, dass zu diesem Zweck die Empfindlichkeit des 
Assays vollkommen ausreichend ist. Die Genauigkeit des Assays ist 
trotz einer Fehlerquote von 10-20 % akzeptabel, da sowieso nur bei 
stark erhöhten Titern eine „stille Inaktivierung“ zu erwarten ist. Bei 
unseren Versuchen ging es weniger um die Ermittlung von Absolut-
werten sondern mehr um das Erkennen eines möglicherweise 
vorhandenen Reaktionsmusters der einzelnen Asparaginase-Teilstücke 
mit den jeweiligen im Patientenserum enthaltenen Antikörpern. 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit gesammelten Daten sind in mehrfacher 
Hinsicht ermutigend. Zum einen zeigen sie, dass bei Verwendung von 
Asparaginase-GST-Fusionsproteinen als Antigen mit den meisten 
Patientenseren charakteristische Muster für die unterschiedlichen Anti-
gene entstehen. Auch wenn der Assay in der jetzigen Form noch lange 
nicht als „epitopspezifisch“ angesehen werden kann, sprechen unsere 
Daten dafür, dass die beobachteten Muster zumindest mit „stiller 
Inaktivierung“ korrelieren. Vor allem stark erhöhte Titer gegen das 
relativ kleine Fragment B3 (89 Aminosäuren oder 27% der Gesamt-
struktur) gehen in den meisten Fällen mit rascher Inaktivierung des 
Enzyms einher. 
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Das Epitop-Mapping der Erwinia-Asparaginase (siehe Abb. 4.1) und 
die Kristallstrukturen der beiden Enzyme geben Hinweise darauf, 
warum vor allem Antikörper gegen das Fragment B3 zu einer 
Inaktivierung der Asparaginase führen. In Abb. 4.2. ist die Struktur des 
Asparaginase-Dimers (bestehend aus den Untereinheiten B und D) in 
schematischer Form dargestellt. Die aktiven Zentren beider 
Asparaginasen (zu erkennen an einem rot dargestellten, gebundenen 
Aspartat) werden während der Katalyse von einer Peptidschleife 
abgedeckt, die von den Resten 12-27 derselben Untereinheit gebildet 
wird (orange). Die dem B3-Fragment entsprechenden Teile beider 
Untereinheiten (Reste 237-326) liegen nebeneinander in der Mitte der 
Struktur. Für die Untereinheit B ist diese Teilsequenz rosa dargestellt. 
Das dominante Epitop des Erwinia-Enzyms (274-284) bildet eine 
Schleife (violett), die sehr nah an dem aktiven Zentrum der 
benachbarten Untereinheit D liegt. Aus der Abbildung geht klar hervor, 
dass ein Antikörper, der an dieses Epitop bindet, mit hoher 
Wahrscheinlichkeit das in der Nähe liegende aktive Zentrum und den 
beweglichen Loop blockiert und damit die Katalyse unterbindet. Auch 
die Bindung eines Antikörpers an die ersten beiden Epitope der D-
Untereinheit (Reste 26-35 D und 47-53 D) dürfte diesen Effekt haben. 
Wir nehmen deshalb an, dass es diese Bereiche sind, die für die 
inaktivierende Wirkung des Asparaginase-Fragments A verantwortlich 
sind. Wie Abb. 4.1 zeigt, liegen diese Epitope noch außerhalb des 
Fragments A1, gegen das unseren Ergebnissen zufolge auch kaum 
Antikörper gebildet werden. Das einzige von Moola et al. 
vorhergesagte Epitop innerhalb von A1 (Reste 86-94) ist für Antikörper 
gar nicht zugänglich. Diese Reste bilden Teile des aktiven Zentrums 
und liegen vollständig im Inneren des Proteins. 
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Abb. 4.2 Struktur des Asparaginase-Dimers (bestehend aus den 
Untereinheiten B und D); die aktiven Zentren beider Asparaginasen 
(siehe rot dargestelltes, gebundenes Aspartat) werden während der 
Katalyse von einer Peptidschleife abgedeckt, die von den Resten 12-
27 derselben Untereinheit gebildet wird (orange); die dem B3-
Fragment entsprechenden Teile beider Untereinheiten (Reste 237-
326) liegen nebeneinander in der Mitte der Struktur; für die 
Untereinheit B ist diese Teilsequenz rosa dargestellt. Das dominante 
Epitop des Erwinia-Enzyms (274-284) bildet eine Schleife (violett), die 
sehr nah an dem aktiven Zentrum der benachbarten Untereinheit D 
liegt. 
 
Auch wenn unsere Ergebnisse eine viel versprechende Theorie zur 
Inaktivierung der Asparaginase im Laufe der Therapie liefern, muß 
dennoch an dieser Stelle erwähnt werden, dass die Zahl der unter-
suchten Patienten nicht ausreicht, um eine statistisch signifikante Aus-
sage machen zu können. Andererseits waren unter den erhobenen 
Daten keine Ausnahmen, die unsere Hypothese widerlegen. Zu-
sammenfassend läßt sich sagen, dass stets ein Anstieg des Anti-
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körpertiters gegen das C-terminale Fragment im Patientenserum in der 
Regel mit einem vorzeitigen Aktivitätsabfall korreliert. Dies bestätigt die 
Hypothese, dass ein schneller Abfall der Serumaktivität nach 
Asparaginase-Applikation auf die Bildung von spezifischen Antikörpern 
gegen einen definierten Bereich der Asparaginase zurückzuführen ist. 
Auch wenn unsere Detektion der genannten Epitope eine potentielle 
Erklärung für die immer wieder beobachtete „stille Inaktivierung“ liefert, 
ist eine Aussage über mögliche allergische Reaktionen im Rahmen der 
Asparaginase-Therapie anhand unserer Ergebnisse noch nicht 
möglich. Um anaphylaktische Zwischenfälle im Laufe der Behandlung 
mit Asparaginase im Idealfall vorhersagen zu können, müssten 
antigen-spezifische IgE-Titer gemessen werden. 
 
In diesem Zusammenhang wäre es des Weiteren interessant, den 
genauen Metabolismus der Asparaginase im Organismus zu 
erforschen. Es ist noch unbekannt, welchem Abbauweg das Enzym im 
Körper unterliegt. Möglicherweise handelt es sich um einen 
enzymatischen Abbau durch Proteasen oder aber um eine Aufnahme 
in Zellen des retikulo-endothelialen Systems (RES).  
 
 
4.4 Eignung der zur Verfügung stehenden Patientenseren  
 
Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der kritischen Betrachtung der 
Ergebnisse ist, dass die uns zur Verfügung gestellten Patientenseren 
nicht nach geeigneten Kriterien gesammelt worden waren. Es wäre für 
unsere Untersuchungen interessant gewesen, von jedem Patienten 
eine Serumprobe aus der Zeit vor der ersten Asparaginase-Applikation 
zur Verfügung gehabt zu haben. So hätte man feststellen können, ob 
möglicherweise von vornherein vorhandene Antikörper irgendeinen 
Einfluß auf die weitere Reaktion des Patienten nach Asparaginase-
Gabe haben. Studien an freiwilligen Probanden haben gezeigt, dass 
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bei manchen Menschen Asparaginase-Antikörper im Blut  nach-
zuweisen sind, obgleich nie zuvor ein Kontakt mit diesem Enzym statt-
gefunden hat. Aus diesem Grund wäre die Erhebung des Antikörper-
status von jedem Patienten vor Beginn der Therapie mit Asparaginase 
sinnvoll. 
 
Des Weiteren wäre es, um eine präzise Aussage über den Verlauf der 
Antikörperbildung machen zu können, notwendig, von jedem Patienten 
Serumproben zur Verfügung zu haben, die alle aus definierten Ab-
ständen nach Asparaginase-Applikation stammen. Dabei wäre es ideal, 
von jedem Patienten Blutproben zu haben, die täglich zur gleichen 
Stunde bis zur vollständigen Inaktivierung des Enzyms gewonnen 
werden. 
 
Darüber hinaus wäre es für unsere Untersuchungen wünschenswert 
gewesen, Seren von Patienten untersuchen zu können, die unter 
Asparaginase-Behandlung eine Überempfindlichkeitsreaktion gezeigt 
hatten. Leider standen uns nur einige wenige Proben von Patienten mit 
anaphylaktischem Schock nach Asparaginase-Gabe zur Verfügung. 
Bei diesen Patienten waren sehr gleichmäßig verteilte, mittlere 
Antikörpertiter gegen die einzelnen Fragmente auffällig. Auf Grund der 
jedoch zu geringen Anzahl als auch wegen der sehr rudimentären 
Daten zu jenen Patienten, sind diese Ergebnisse hier nicht explizit 
aufgeführt. Dennoch wäre es sehr interessant, der Frage 
nachzugehen, ob möglicherweise auch für die „Allergiker“ ein 
charakteristisches Antikörper-Muster existiert, so wie es bei den 
„schnellen Inaktivieren“ der Fall ist. 
 
4.5 Klinische Relevanz 
 
Da unsere Untersuchungen mit eindeutigem klinischen Interesse 
durchgeführt wurden, stellt sich nun an dieser Stelle die Frage, in wie-
 53
                                                                                              Diskussion 
weit unsere bisherigen Erkenntnisse bereits sinnvoll angewendet 
werden können. Wie bereits beschrieben, scheint sich unsere 
Hypothese hinsichtlich des Vorhandenseins von Epitopen, die für die 
„stille Inaktivierung“ verantwortlich sind, zu bestätigen.  
 
Dies kann als ein Fortschritt bei der Entwicklung einer Methode zur 
rechtzeitigen Detektion von „stillen Inaktivierern“ angesehen werden. 
Durch den erfolgreichen erstmaligen Einsatz von Asparaginase-Frag-
menten ist es gelungen, im Gegensatz zu dem Assay mit dem 
kompletten Asparaginase-Molekül, hinsichtlich der „stillen Inaktivie-
rung“ eine relevante prognostische Vorhersage für den weiteren Be-
handlungsverlauf zu machen. Wie bereits erwähnt, müssen für eine 
statistisch signifikante Aussage jedoch noch weitere Patientenseren 
getestet werden, die gegebenenfalls auch nach den oben 
beschriebenen Kriterien gesammelt werden, um ein einheitliches und 
damit vergleichbares Kollektiv darzustellen. Der beschriebene 
Versuchsansatz, d.h. der von uns eingesetzte Assay mit den 
entsprechenden Fragmenten, ist in dieser Form durchaus verwertbar, 
um ein bestimmtes, für die „stille Inaktivierung“ verantwortliches 
Antikörpermuster zu erkennen. Dennoch wäre nach genauer Kenntnis 
der Epitop-Lokalisation eine selektivere Gestaltung der Fragmente 
sinnvoll. 
 
Eine prognostische Aussage hinsichtlich einer potentiellen allergischen 
Reaktion hingegen, kann allein mit der Durchführung dieses Assays 
nicht getroffen werden. Wie bereits erwähnt, müsste eine zusätzliche 
Messung der IgE-Antikörper-Titer erfolgen. 
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4.6 Weiterentwicklung des „epitopspezifischen“ Assays 
 
Doch nicht nur die mit den Testseren zusammenhängenden Kriterien 
müssten verbessert werden, auch der Assay an sich kann noch 
optimiert werden. Ausgehend von dem Bestreben, einen epitopspezi-
fischen Assay zu gestalten, müsste im nächsten Schritt ein Epitop-
mapping durchgeführt werden. In unserem Ansatz wurden die 
Fragmente ohne die Kenntnis der genauen Lage der Epitope, also 
relativ ungezielt, hergestellt. Durch ein genaues Epitope-Mapping, 
könnten noch selektivere Fragmente erzeugt werden.  
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5 Zusammenfassung 
 
L-Asparaginase ist ein bakterielles Enzym, das seit über 30 Jahren im 
Rahmen einer Polychemotherapie zur Behandlung akuter lympha-
tischer Leukämien und einiger maligner Lymphome eingesetzt wird. 
Asparaginase katalysiert die Hydrolyse von L-Asparagin und bewirkt 
auf diese Weise eine Depletion des Asparaginspiegels im Plasma. 
Dadurch wird die Konzentration der für die Tumorzellen essentiellen 
Aminosäure so gering gehalten, so dass eine weitere Replikation der 
malignen Zellen nicht mehr möglich ist. 
 
Erhebliche Komplikationen im Rahmen der Behandlung mit 
Asparaginase stellen zum einen die unterschiedlich ausgeprägten 
Überempfindlichkeitsreaktionen und zum anderen die stumme 
Inaktivierung des Enzyms dar. Durch eine Vorhersage einer möglichen 
allergischen Reaktion bzw. durch die Möglichkeit, eine vorzeitige 
Inaktivierung des Enzyms zu erkennen, könnte eine deutliche 
Verbesserung des Therapieerfolges erzielt werden. 
 
Der bisher in der Klinik eingesetzte immunologische Test zum Nach-
weis von gebildeten Antikörpern, die möglicherweise für eine Über-
empfindlichkeitsreaktion bzw. für die Inaktivierung des Enzyms 
verantwortlich sind, ist auf Grund zu geringer Sensitivität und Spezifität 
prognostisch nicht verwertbar. 
 
Von der Hypothese ausgehend, dass es sich bei der Antikörperbildung 
um epitopspezifische Antikörper handelt, wurden zunächst, ohne 
Kenntnisse über die genaue Lokalisation der Epitope, durch Re-
striktionsverdau fünf Asparaginasefragmente erzeugt. Der Einsatz 
dieser Fragmente mit bekannter Aminosäuresequenz als Antigen führte 
zu der Erkenntnis, dass bei Patienten, bei denen eine vorzeitige In-
aktivierung des Enzyms im Serum festgestellt worden war, eine 
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bestimmte Antikörperpopulation, nämlich gegen das C-terminale Frag-
ment (237-326), gebildet wird. Eine eindeutige Korrelation zwischen 
Antikörpertitern gegen eines der anderen Fragmente und einer 
„schnellen Inaktivierung“, konnte nicht festgestellt werden. 
 
Diese Ergebnisse liefern eine viel versprechende Grundlage für die 
Weiterentwicklung des Assays durch genaues Epitop-Mapping, so 
dass die für immunologische Tests eingesetzten Fragmente in Zukunft 
noch selektiver gestaltet werden können. Um statistisch signifikante 
Aussagen machen zu können, sind noch weitere Tests an explizit für 
diese Fragestellung gesammelten Serumproben notwendig.  
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